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RESUMO 
A Morte Súbita Cardíaca (MSC) em jovens, entre os 18 e os 40 anos, assintomáticos é 
um evento que devia, em todos os casos, conduzir a uma autopsia médico-legal para 
investigar a causa da morte. Contudo, a autópsia médico-legal nos casos de MSC em 
jovens revela um coração estrutural e histologicamente normal, em cerca de um terço dos 
casos. Nesses casos, em que o exame toxicológico é negativo e na ausência de ação 
traumática, a causa de morte permanece inexplicável. Deste modo, a análise genética é 
recomendada.  
Em Portugal, atualmente, a análise genética só excecionalmente é parte integrante de uma 
investigação médico-legal de MSC em jovens.  
Estudos genéticos revelaram que síndromes arrítmicas, onde se inclui a Taquicardia 
Ventricular Polimórfica Catecolaminérgica (TVPC), podem ser responsáveis por 30-50% 
das mortes, em jovens até aos 40 anos de idade. A TVPC é uma canalopatia hereditária, 
caracterizada por síncope e morte súbita. O exercício físico ou uma emoção aguda podem 
desencadear um episódio de TVPC. A TVPC é causada por movimentações intracelulares 
anormais de cálcio (Ca2+) resultante de mutações no gene RyR2. A contribuição da 
genética nestes casos de Morte Súbita (MS) é importante não só para o diagnóstico da 
causa da morte, mas também porque permite prevenir outras mortes entre os familiares 
da vítima em primeiro grau, que tenham a mesma informação genética. Nos casos de 
MSC em jovens, as análises genéticas devem ser parte integrante da prática da Patologia 
Forense.    
 
Palavras-chave: Morte Súbita Cardíaca; Canalopatias; Distúrbios genéticos cardíacos; 
Post-mortem. 
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1.1. Morte súbita cardíaca 
A Morte Súbita Cardíaca (MSC) pode ser definida como uma morte inesperada, 
devido a patologia cardíaca, que ocorre dentro de um curto período de tempo a partir do 
início de quaisquer sintomas relacionados com o coração (Kauferstein et al., 2013)  numa 
pessoa com ou sem doença cardíaca pré-existente conhecida (Sen-Chowdhry and 
McKenna, 2006).  
Considera-se uma morte natural de causa cardíaca, a que se manifesta pela cessação 
repentina da atividade cardíaca e consequente deterioração rápida do estado de 
consciência levando à ausência de atividade respiratória e da circulação sanguínea 
(Siscovick DS, 2010). Nessas circunstâncias, a investigação forense assume uma 
importância considerável, com a necessidade de determinar a causa e o diagnóstico 
diferencial ou etiologia médico-legal da morte (Ackerman, 2009). 
As causas de MSC diferem com a idade do paciente (Rodriguez-Calvo et al., 2008) e 
embora a maioria das vítimas de MSC sejam idosas, muitas crianças e jovens adultos, 
com idade inferior a 35 anos, morrem todos os anos devido a diversas patologias cardíacas 
(Farrugia et al., 2015). A doença arterial coronária é a condição patológica, subjacente à 
MSC, mais comum (~40-60%), mais particularmente em doentes com idade igual ou 
superior a 50 anos (Chanavat et al., 2016), seguindo-se a doença cardíaca isquémica e as 
doenças miocárdicas primárias: cardiomiopatia hipertrófica, cardiomiopatia dilatada e 
displasia arritmogénica do ventrículo direito. Já nos jovens, entre 1 e 39 anos de idade, 
vários estudos têm relatado que um exame post-mortem completo pode não revelar uma 
causa de morte em cerca de 30% dos casos (Tester and Ackerman, 2012). Esses casos são 
geralmente designados como casos de Morte Súbita Inexplicável (MSI). 
A MSI corresponde a uma causa de morte que permanece desconhecida depois de 
uma autópsia médico-legal completa incluindo a realização de exames complementares 
de diagnóstico (toxicológicos e histológicos), a avaliação da história clínica e a 
investigação das circunstâncias da morte. Para esses casos inexplicados, uma contribuição 
diagnóstica importante pode ser fornecida pela análise genética, que deve ser aplicada 
durante a investigação sobre a origem da morte (Campuzano et al., 2014),(Oliva et al., 
2017).  
Durante a última década, foram feitos avanços significativos na compreensão da base 
clínica e genética da MSC e presume-se, que muitas das causas de MS, especialmente em 
jovens, são devidas a distúrbios genéticos com repercussão a nível cardíaco (Rodriguez-
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Calvo et al., 2008). Estima-se que 10-35% das MSI possam ser explicadas por 
canalopatias cardíacas (Wang et al., 2014), patologias que correspondem a alterações 
genéticas, as quais predispõem ao aparecimento de arritmias ventriculares em corações 
estruturalmente normais.  
 
1.1.1. Incidência da morte súbita cardíaca 
A MSC representa um problema cada vez mais atual que gera uma preocupação 
crescente na população em geral.  
Nos países desenvolvidos, a MSC é considerada uma das causas mais comuns de 
morte, representando um importante problema de saúde pública (Basso et al., 
2008),(Doolan et al., 2008).  
Em Portugal, a MSC corresponde a 20% de todas as mortes, com uma incidência de 
cerca de 1/1000 habitantes/ano (Gomes, 2014). Contudo, a incidência da MSC, 
especificamente nos jovens, varia dependendo da população estudada e das metodologias 
usadas nesses estudos (Semsarian et al., 2015). Além disso, a verdadeira incidência da 
MSC é suscetível de estar subestimada (Semsarian et al., 2015), uma vez que os distúrbios 
arritmogénicos primários podem predispor a mortes em contexto aparentemente 
acidental. Nessas circunstâncias, a causa da morte pode ser erradamente atribuída ao 
acidente, por exemplo, as mortes de jovens atribuídas a eventos como afogamento e 
acidentes com veículos motorizados, podem ter sido diretamente precipitadas por uma 
arritmia ventricular (Semsarian et al., 2015). 
 
 
1.2. Canalopatias cardíacas  
As canalopatias cardíacas podem ser patologias hereditárias causadas por mutações 
em genes que codificam para os canais iónicos transmembranares e para os seus recetores, 
ou podem ainda ser adquiridas como resultado da exposição a fármacos, imunoglobulinas 
ou toxinas que modificam a função do canal iónico (Abriel and Zaklyazminskaya, 2013). 
A maioria das mutações conduzem a disfunções dos canais iónicos que regem o fluxo 
de sódio (Na+), potássio (K+) ou de cálcio (Ca2+) nas membranas dos cardiomiócitos. 
Como os iões são moléculas carregadas, esses fluxos iónicos produzem correntes elétricas 
e desempenham um papel importante na determinação de diferenças de potencial elétrico 
transmembranar (Abriel and Zaklyazminskaya, 2013). A atividade elétrica de uma célula 
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cardíaca é caracterizada pelo potencial de ação cardíaco gerado pela atividade dos canais 
iónicos (Abriel and Zaklyazminskaya, 2013) e depende largamente da função destes. A 
perturbação no fluxo de iões altera a atividade elétrica no coração e é o substrato para o 
desencadeamento de arritmias ventriculares que podem causar síncope e aumento do risco 
de MSC (Stattin et al., 2016) com um coração estruturalmente normal e sem que se 
observem, na microscopia, alterações morfológicas do tecido cardíaco. A síncope é o 
sintoma mais comum nos distúrbios de canais iónicos do coração, embora a paragem 
cardíaca possa ser a primeira manifestação clínica em indivíduos assintomáticos (Stattin 
et al., 2016).  
As alterações genéticas associadas às canalopatias cardíacas são complexas. A 
maioria das síndromes associadas a estes distúrbios arrítmicos pode ser causada por 
mutações em genes diferentes, ou por várias mutações num único gene (Abriel and 
Zaklyazminskaya, 2013). Ambas as situações podem estar na origem de diferentes 
fenótipos. Os principais fenótipos observados nos pacientes portadores dessas mutações 
são: a Síndrome de QT Longo (SQTL), a Síndrome de QT Curto (SQTC), a Síndrome de 
Brugada (SBr) e a Taquicardia Ventricular Polimórfica Catecolaminérgica (TVPC) 
(Abriel and Zaklyazminskaya, 2013). Estudos realizados demonstraram que estas 
síndromes podem ser detetadas através do estudo de mutações nos genes KCNQ1 (SQTL 
do tipo 1), KCNH2 (SQTL do tipo 2 e SQTC), SCN5A (SBr do tipo 1 e SQTL do tipo 3) 
e RyR2 (TVPC do tipo 1), os quais, já se sabe que mais frequentemente estão associados 
a estas patologias.  
Considerando que as análises clínicas e post-mortem sugerem que aproximadamente 
um terço dos casos de MSI, após o primeiro ano de vida, pode ser o resultado de uma 
canalopatia hereditária, a triagem genética post-mortem assume um papel muito 
importante no esclarecimento da causa de morte e deve ser sempre realizada nos casos de 
MSI (Ackerman, 2009),(Ingles and Semsarian, 2007).  
 
 
1.3. Taquicardia ventricular polimórfica catecolaminérgica  
A TVPC é uma arritmia hereditária rara (Yu et al., 2016) potencialmente letal que se 
manifesta frequentemente como arritmias ventriculares, caracterizada por síncope e 
paragem cardíaca e que ocorre, habitualmente, durante o exercício ou em situações de 
stress emocional intenso. É de salientar que o próprio exercício não aumenta o risco de 
 Taquicardia ventricular polimórfica catecolaminérgica e expressão do gene RyR2  
 
18 
MSC, mas as adaptações cardíacas induzidas pela atividade atlética podem ser 
inaceitáveis para corações com doença subjacente (Grani et al., 2016), (Chappex et al., 
2015), (Sarquella-Brugada et al., 2013). Isso enfatiza o papel da atividade física como um 
gatilho para arritmia cardíaca em pessoas com doença cardíaca desconhecida (Oliva et 
al., 2017), (Germann and Perron, 2005). 
Clinicamente, a TVPC é causada por instabilidade cardíaca elétrica exacerbada pela 
ativação aguda do sistema nervoso adrenérgico (D'Ovidio et al., 2017), o que pode 
conduzir a contrações ventriculares prematuras e taquiarritmias ventriculares 
bidirecionais (Kawata et al., 2016), e consequentemente, à MSC na ausência de alterações 
cardíacas estruturais. 
Em termos fisiopatológicos, a TVPC resulta de alterações intracelulares ao nível do 
canal de libertação do cálcio (Ca2+) provocando sobrecarga de Ca2+, o que altera o balanço 
de correntes iónicas, que geram o potencial de ação cardíaca e que controlam o 
acoplamento excitação-contração nos cardiomiócitos, favorecendo o aparecimento de 
arritmias fatais (Imberti et al., 2016).  
A primeira manifestação desta síndrome arrítmica ocorre geralmente na infância ou 
no início da juventude, com idades compreendidas entre os 7 e 12 anos, embora existam 
casos relatados com início na idade adulta (Pflaumer and Davis, 2012). 
Aproximadamente 30% dos indivíduos afetados apresentam sintomas antes dos 10 anos, 
sendo que a maioria (60%-80%) apresenta um ou mais episódios de arritmia sintomática, 
antes dos 40 anos (Leenhardt et al., 1995),(Priori et al., 2002),(Sumitomo et al., 
2003),(Postma et al., 2005). Cerca de 30% dos pacientes têm antecedentes familiares de 
tais eventos (Leren et al., 2010) (Elger et al., 2010).  
Quando não tratada, a evolução clínica da TVPC é grave (Imberti et al., 2016). 
Estima-se que, na TVPC, a morte parece ser a primeira manifestação clínica em 30% dos 
casos (Stattin et al., 2016). 
Várias mutações genéticas têm sido relacionadas com a TVPC, incluindo as que 
ocorrem nos genes RYR2, CASQ2, KCNJ2, TRDN, CALM1 e CALM2 (Ohno et al., 
2015). Contudo, a forma mais frequente (cerca de 60% dos casos) (Ackerman et al., 2011) 
está relacionada com mutações autossómicas dominantes no gene RyR2 (localizado no 
braço longo do cromossoma 1 na posição 43) que codifica para o recetor de rianodina do 
tipo 2 (Priori et al., 2002) e que é classificada como TVPC de tipo 1 (TVPC1). As 
mutações na calsequestrina codificada por CASQ2 são responsáveis por uma forma muito 
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rara, autossómica recessiva, conhecida como TVPC de tipo 2 (TVPC2) (Swan et al., 
1999),(Postma et al., 2002). 
 
1.3.1. Prevalência da TVPC 
A TVPC é uma das canalopatias cardíacas mais malignas expressas 
predominantemente nos jovens e foi reconhecida como uma causa significativa de MSC 
em crianças e adultos jovens (Kawata et al., 2016).  
A taxa de eventos arrítmicos em pacientes não tratados foi estimada em 58% (van der 
Werf et al., 2012b), sendo que, as taxas de mortalidade de TVPC não tratadas são de 30-
50% aos 40 anos (Priori et al., 2002). 
A TVPC é considerada uma patologia rara, com uma estimativa de prevalência de 1: 
10 000 (Haugaa et al., 2010) (Pflaumer and Davis, 2012). Contudo, devemos estar 
conscientes de que verdadeira prevalência na população geral é desconhecida (Imberti et 
al., 2016). Dada a dificuldade no seu diagnóstico e a alta letalidade, juntamente com a 
complexidade para fazer um diagnóstico post-mortem, pode facilmente subestimar-se a 
prevalência desta doença (Pflaumer, 2017). 
 
1.3.2. Recetor de rianodina tipo 2  
O recetor de rianodina tipo 2 (RyR2), codificado pelo gene RyR2 que contém 105 
exões, é uma das maiores e mais complexas proteínas de canal iónico, compreendendo 
4967 aminoácidos (Medeiros-Domingo et al., 2009). Localiza-se no retículo 
sarcoplasmático (RS) das células do músculo cardíaco e desempenha um papel essencial 
no acoplamento excitação-contração nos cardiomiócitos (George CH, 2006), uma vez que 
regula a duração e a amplitude do fluxo de cálcio (Ca2+) a partir do retículo RS (Galati et 
al., 2016), por despolarização da membrana celular, conduzindo à contração cardíaca.  
Em condições fisiológicas, o RyR2 abre brevemente e medeia uma liberação de Ca2+ 
do RS iniciando-se a contração do cardiomiócito (isto é, a fase sistólica do ciclo cardíaco) 
(Bers, 2002). Após a conclusão da sístole, os iões de Ca2+ são ativamente transferidos 
para a RS pela (SR)-Ca2+-ATPase (SERCA2a) para permitir o relaxamento do músculo 
cardíaco (ou seja, a fase diastólica), completando-se o ciclo de Ca2+ (Fabiato, 1983). No 
entanto, mutações de RyR2 causam libertação espontânea de iões Ca2+ do RS na diástole, 
particularmente durante uma ativação adrenérgica intensa (Imberti et al., 2016), como 
ocorre em situações de atividade física ou emoções intensas. A saída anormal de Ca2+ do 
RS, devido a disfunções no RyR2, altera a homeostase do Ca2+ nos cardiomiócitos e gera 
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pós-despolarizações tardias causando TVPC (George et al., 2006), o que acaba por 
conduzir a arritmias letais. Grande parte das mutações de RyR2, identificadas na TVPC, 
são, na sua maioria, mutações de Missense onde substituições de um único par de bases 
conduzem à substituição de aminoácidos (Rodriguez-Calvo et al., 2008) e resultam num 
aumento de função (Roston et al., 2017a). 
Um estudo realizado por Tester et al. em 2004 sugeriu que as mutações em RyR2 
podem contribuir para, pelo menos, um em cada sete casos de MSI (Tester et al., 2004). 
Deste modo, a análise da expressão e de alterações no gene RyR2 deve ser realizada em 
estudos post-mortem em todos os casos em que se pretenda determinar se a TVPC foi a 
causa de MSI em indivíduos assintomáticos. Esta análise genética deve ser também 
realizada quando se pretenda diagnosticar a TVPC em familiares de indivíduos vítimas 
de MSC. Contudo, o diagnóstico genético de mutações no gene RyR2 é complexo devido 
ao grande tamanho do gene (105 exões traduzidos e ~16,5kb mRNA, codificando 4967 
aminoácidos) (Abriel and Zaklyazminskaya, 2013). Todavia, o estudo realizado por 
Medeiros-Domingo et al. das 128 mutações descritas associadas à TVPC1, demonstrou que 
apenas 45 dos 105 exões traduzidos do gene RyR2 apresentam mutações associadas à 
TVPC estando essas mutações agrupadas em três “Hot-Spot” denominados domínios I, II 
e III (Figura 1). Este fenómeno de agrupamento de mutações poderá resultar numa 
abordagem mais económica para o teste genético para diagnóstico da TVPC (Medeiros-
Domingo et al., 2009).  
 
Figura 1: Representação das mutações agrupadas no recetor de rianodina do tipo 2 
(RyR2) distribuídas em 3 regiões "Hot-Spot" denominadas domínios I (N-terminal), II 
(central) e III (região de canal). Adaptado de: The RYR2-Encoded Ryanodine Receptor/Calcium Release 
Channel in Patients Diagnosed Previously With Either Catecholaminergic Polymorphic Ventricular Tachycardia or 
Genotype Negative, Exercise-Induced Long QT Syndrome, Journal of the American College of Cardiology, Vol. 54, 
No. 22, 2009 
AA-Número estimado de aminoácidos para cada domínio.  
 
Além disso, este estudo conclui que cerca de 65% das mutações no gene RyR2 podem 
ser detetadas pelo rastreio de 16 exões (Medeiros-Domingo et al., 2009) - 3, 8, 14, 45, 46, 
N-terminal Central Região de canal 
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47, 49, 88, 89, 90, 93, 96, 97, 100, 101 e 103 - que podem conter três ou mais mutações 
associadas à TVPC (Figura 2).   
 
 
1º Nível: 3, 8, 14, 45, 46, 47, 49, 88, 89, 90, 93, 96, 97, 100, 101 e 103 (exões com ≥3 mutações) 
2º Nível: 10, 12, 15, 37, 41, 44, 50, 83, 94, 95, 99, 102, 105 (exões com 2 mutações) 
3º Nível: 13, 17, 19, 21, 26, 27, 28, 40, 42, 43, 48, 75, 86, 87, 91, 104 (exões com 1 mutação) 
Exões sem mutações relatadas 
Figura 2: Representação esquemática dos 105 exões de codificação do gene RyR2 
divididos em três níveis, com base no número de mutações contidas em cada exão. As 
caixas coloridas representam todas as mutações contendo exões relatadas até à data, já as 
caixas brancas representam os exões livres de mutações relatadas. O primeiro nível 
incluiu 16 exões conhecidos por hospedar três ou mais mutações associadas à TVPC; O 
segundo nível, 13 exões com, pelo menos, duas mutações relatadas; E o terceiro nível, 16 
exões com apenas uma mutação. Adaptado de: The RYR2-Encoded Ryanodine Receptor/Calcium Release 
Channel in Patients Diagnosed Previously With Either Catecholaminergic Polymorphic Ventricular Tachycardia or 
Genotype Negative, Exercise-Induced Long QT Syndrome, Journal of the American College of Cardiology, Vol. 54, 
No. 22, 2009 
 
1.3.3. Diagnóstico post-mortem e gestão do estudo dos familiares de um jovem 
com MSC 
Em caso de MS em jovens, idealmente deve ser realizado um exame post-mortem 
completo (Priori et al., 2013b),(Ackerman et al., 2011),(Skinner et al., 2008). Tal, 
pressupõe uma avaliação macroscópica e histológica detalhada do coração, bem como de 
outros órgãos-chave, a realização de exames complementares toxicológicos, e ainda a 
avaliação da história clínica e a investigação das circunstâncias da morte. Se no final da 
autópsia médico-legal não forem demonstradas anomalias morfológicas significativas a 
nível cardíaco, ou de outros órgãos e sistemas, e os resultados toxicológicos forem 
negativos, a investigação de mutações ligadas à patologia cardíaca funcional, é a melhor 
abordagem para poder explicar essas MS (Rodriguez-Calvo et al., 2008), uma vez que a 
morte pode ser o primeiro e único sintoma de doença genética.  
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Estabelecer um diagnóstico correto post-mortem, numa vítima de MSC, pode revelar-
se fundamental para os familiares da vítima. Com base nesse diagnóstico, poderá ser 
possível evitar outras mortes, em familiares próximos, prevenindo futuros eventos 
cardíacos fatais através de aconselhamento genético e de cardiologia especializados, do 
ajuste do estilo de vida ou iniciando tratamento farmacológico, se disponível (Michaud 
et al., 2011), para tratar doenças cardíacas que até aí eram totalmente desconhecidas. 
Mais de 95% dos distúrbios genéticos cardíacos na população em geral são herdados 
de forma autossómica dominante, de tal forma que os familiares de primeiro grau têm 
50% de probabilidade de herdar a mesma mutação de um gene (Cerrone and Priori, 
2011),(Wilde and Behr, 2013). Deste modo, um diagnóstico post-mortem preciso da 
doença cardíaca subjacente com base em técnicas avançadas de Genética Molecular é 
essencial.  
Considerando que cerca de 15% dos indivíduos com MSI apresentam TVPC (Tester 
et al., 2012) relacionada com mutações no gene RyR2, identificar um familiar 
potencialmente vulnerável a esta síndrome, o mais cedo possível, é uma contribuição 
terapêutica indireta viável a partir da realização dos testes genéticos (Schwartz et al., 
2013).  
A gestão do estudo familiar de um jovem com MSC é complexa e deve ser idealmente 
adaptada a uma abordagem multidisciplinar especializada (Semsarian et al., 2015), que 
deve englobar a medicina geral e familiar, a cardiologia e a genética.  
Devido à natureza dinâmica das arritmias associadas à TVPC, o eletrocardiograma 
(ECG) de esforço é a ferramenta de diagnóstico mais útil para o estudo de pacientes, pois 
oferece a possibilidade de reproduzir as condições que favorecem a taquiarritmia 
ventricular. Durante o teste de esforço, a suspeita de TVPC é geralmente formulada com 
o aparecimento de alguns sinais eletrocardiográficos que podem incluir contrações 
ventriculares prematuras isoladas (CVP), CVP bigeminadas, CVP em pares, taquicardia 
ventricular (três ou mais CVPs consecutivas) e taquicardia ventricular bidirecional ou 
polimórfica (Hayashi et al., 2012),(Tan and Scheinman, 2008). Quanto ao ECG de 12 
derivações em repouso, este é frequentemente normal, apesar de uma bradicardia sinusal 
relativa ou ondas U proeminentes poderem estar presentes, sendo, contudo, estes achados 
não específicos (Ylanen et al., 2010). Este estudo deve ainda ser complementado por um 
registo Holter de 24 horas, que é especialmente valioso em crianças (Imberti et al., 2016) 
e permite a identificação dos achados típicos do ECG durante o exercício ou o stress 
emocional.  
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Apesar da importância que estas ferramentas possuem no diagnóstico dos familiares 
de vítimas de MSC, um estudo de realizado por Hayashi et al. em 2009 constatou que os 
episódios cardíacos também ocorrem em indivíduos que possuem mutação genética e 
com prova de esforço normal (Hayashi et al., 2009). Estes factos realçam a importância 
do rastreio familiar, incluindo o teste genético, mesmo após uma prova de esforço 
negativa. 
Deste modo, o estudo genético de familiares é particularmente importante porque, se 
não for tratada, a TVPC é uma patologia com mau prognóstico, mas este pode melhorar 
significativamente quando a doença é corretamente identificada e a terapia é de imediato 
implementada (Rodriguez-Calvo et al., 2008).  
Em 2015, a Sociedade Europeia de Cardiologia publicou um artigo com 
recomendações para a abordagem de doentes com arritmias ventriculares e para a 
prevenção de MSC onde incluí recomendações para o diagnóstico da TVPC (Figura 3).  
 
 
Figura 3: Recomendações da Sociedade Europeia de Cardiologia para o diagnóstico da 
TVPC. O nível de evidência e a classe da recomendação de opções de gerenciamento 
específicas foram tidas em conta e classificados de acordo com escalas predefinidas, pelos 
especialistas de Sociedade Europeia de Cardiologia, conforme descrito no Anexo 1. 
Adaptado de: Recomendações da ESC para a abordagem de Doentes com Arritmias Ventriculares e 
Prevenção de Morte Súbita Cardíaca, European Heart Journal, 2015  
 
1.3.4. Prevenção e tratamento em casos de TVPC 
Dado que, tanto o stress físico como o emocional podem desencadear a TVPC, 
mudanças do estilo de vida, que podem passar por limitar ou evitar o desporto 
competitivo, o exercício extenuante e a exposição a ambientes stressantes podem revelar-
-se fundamentais (Hammond-Haley et al., 2016). Os limites para a atividade física 
permitida podem ser definidos com base no resultado do ECG de esforço, realizados em 
ambiente hospitalar. O uso de dispositivos de monitorização da frequência cardíaca, 
 Taquicardia ventricular polimórfica catecolaminérgica e expressão do gene RyR2  
 
24 
durante a atividade física, podem ser úteis para manter a frequência cardíaca dentro de 
um intervalo seguro (Imberti et al., 2016).  
A abordagem terapêutica em pacientes com TVPC, pode passar ainda por medidas 
farmacológicas, pela intervenção na inervação do ventrículo esquerdo e pelo uso de 
desfibriladores implantáveis. A terapia farmacológica mais eficaz nos indivíduos 
sintomáticos são os fármacos antiarrítmicos, os beta-bloqueadores. Além disso, a 
intervenção na inervação do ventrículo esquerdo, pode ser equacionada como forma de 
tratamento nos indivíduos que são resistentes ao tratamento farmacológico (Priori et al., 
2013c). A colocação de um desfibrilador implantável também deve ser considerada em 
pacientes com TVPC que não respondem a beta-bloqueadores nem à flecainida (Priori et 
al., 2013a). No entanto, para certos autores esta deve ser considerada como a última opção 
terapêutica, tendo como principal indicação os indivíduos com maior risco de 
manifestarem TVPC (Mohamed et al., 2006),(Pizzale et al., 2008). 
Além do diagnóstico da TVPC, a Sociedade Europeia de Cardiologia publicou ainda, 
no artigo com recomendações para a abordagem de doentes com arritmias ventriculares 
e para a prevenção de MSC, as recomendações para a estratificação de risco e tratamento 
da TVPC (Figura 4). 
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Figura 4: Recomendações da Sociedade Europeia de Cardiologia para a estratificação de 
risco e tratamento da TVPC. O nível de evidência e a classe da recomendação de opções 
de gerenciamento específicas foram tidas em conta e classificados de acordo com escalas 
predefinidas, pelos especialistas de Sociedade Europeia de Cardiologia, conforme 
descrito no Anexo 1. Adaptado de: Recomendações da ESC para a abordagem de Doentes com 
Arritmias Ventriculares e Prevenção de Morte Súbita Cardíaca, European Heart Journal, 2015  
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. OBJETIVOS 
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Esta investigação incidiu no estudo de possíveis variações genéticas no gene 
RyR2 numa população de 50 indivíduos saudáveis, com idades compreendidas entre os 
18 e os 40 anos, residentes no Norte de Portugal e praticantes regulares de atividades 
desportivas. 
Posto isto, os principais objetivos foram: 
 - padronizar um protocolo experimental para a análise de possíveis 
variações genéticas no gene RyR2; 
- estudar o gene RyR2 como potencial marcador da presença de  
taquicardia ventricular polimórfica catecolaminérgica, ou seja,  analisar as 
sequências obtidas, em software apropriado, por comparação com as sequências 
referência, a fim de se detetar possíveis variações genéticas;  
 - comparar os resultados obtidos, para uma população do Norte de 
Portugal, com outros estudos relacionados com o gene RyR2, efetuados noutras 
populações.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. MATERIAL E MÉTODOS 
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3.1. Colheita de Amostras Biológicas 
A população estudada inclui 50 indivíduos saudáveis (do género masculino e 
feminino) e com idades compreendidas entre os 18 e os 40. Estes voluntários são 
residentes no Norte de Portugal e praticantes regulares de atividades desportivas. 
Antes da realização da colheita de amostras foi entregue um documento com todas a 
informações (Anexo 2), acerca do estudo que se pretendia realizar, ou seja, os seus 
objetivos, métodos e benefícios previstos, e facultada uma explicação a todos os 
participantes. Posteriormente, foi assinado pelos voluntários um documento onde 
expressaram o seu consentimento informado, esclarecido e livre para a participação neste 
estudo genético (Anexo 3). 
A colheita das amostras biológicas foi realizada através de um método indolor e não 
invasivo, que consiste na utilização de uma zaragatoa WhatmanTM (Sigma-Aldrich) para 
recolher algumas células da mucosa bucal. Após a colheita, as amostras foram 
devidamente identificadas, secas à temperatura ambiente e posteriormente armazenadas 
num local limpo e seco.  
 
 
3.2.  Desenho dos Primers 
Antes do início da execução do protocolo experimental foi decidido que apenas se 
iriam estudar 3 dos 105 exões do gene RyR2.  
Como referido anteriormente, estudos diversos apontam para que cerca de 65% das 
mutações no gene RyR2 podem ser detetadas pelo rastreio de 16 exões, os exões: 3, 8, 
14, 45, 46, 47, 49, 88, 89, 90, 93, 96, 97, 100, 101 e 103 e por essa razão selecionamos 
três destes exões. Além disso, na escolha dos exões para o estudo, teve-se em atenção o 
tamanho dos exões (Tabela 1), para que estes não fossem demasiado pequenos de modo 
a facilitar o desenho dos primers, nem muito grandes, para facilitar a posterior análise e 
interpretação. Deste modo, optou-se pela escolha do exão 3, localizado no domínio I (N-
terminal e dos exões 93, e 103 que se localizam no domínio III (região de canal) que é o 
mais representativo. 
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Tabela 1: Tamanho (em par de bases) dos 16 exões nos quais podem ser detetadas 65% 
das mutações do gene RyR2.  
Exão Tamanho* Exão Tamanho* Exão Tamanho* Exão Tamanho* 
3 105 46 106 89 82 97 134 
8 113 47 121 90 1298 100 135 
14 122 49 170 93 87 101 157 
45 136 88 105 96 43 103 101 
*o tamanho é expresso em pb (par de bases) 
 
Selecionados os exões, procedemos ao desenho dos respetivos primers foward e 
reverse. O processo teve início com a procura da sequência nucleotídica dos exões 3, 93 
e 103 do gene RyR2 através do browser Ensembl genome 
(http://www.ensembl.org/index.htm). De seguida, foram exportadas as sequências dos 
três exões garantindo que cada uma possuía 250 nucleótidos nas zonas flanqueantes 5´e 
3´ (Tabela 2), uma vez que será nessas zonas intrónicas que se deverá selecionarar os 
primers de forma a que mesmo com a perda das extremidades durante a sequenciação 
(comum devido à falha de leitura de algumas bases), seja possível analisar o exão por 
completo. 
 
Tabela 2: Primers foward e reverse (representado a amarelo) selecionados para os fragmentos 
correspondentes aos exões 3, 93 e 103 (possível de visualizar a cinzento) do gene RyR2. 
Exão 3 
TCCGCCCACCTCGGCCTCCCAGAGTGCTGGGATTACAGGCGTGAGCCACCGCACCCGGCC 
ACTATCTCTGGTTTTTTAAAATGTATTAAACATGAGGAGTAATGACAGTGTTTCTTGATGA
CTGGGGAACTTGCAGTAGAAAGTTGACAAATACTGTTTCTATGAAAGAAACTGGAGCCTC
CTAAGGTAAGCTGGGTCTGGATGCTTGATGAAGATGATGCTGCTGACTGCTCTTCCTCTTT
CTGTGCAGAATGTGCCCCCAGACCTCTCCATCTGCACCTTTGTGCTGGAGCAGTCCCTCTC
TGTCCGGGCGCTGCAGGAGATGCTGGCTAACACCGTGGAGAAATCAGAAGGGGCAAGTA
CCCAATTTATGTAGACTTGTAGTATTTTAATGAGCTCAGCTACTATAGGAACAATTTCTTT
CACAGGTGTCAGAGATTTTCTTTTTGCTAAAATAAGTCCATGCCTTTCAGTTGGAATGTCC
TTAGGTTTGACTTTCTGCTTTATCTAGCATATTTGTGGTGTCTTGAAAACTAAAAAAATAT
ATCCAAGCTTGATGTGATCTGTGTCACTAGGCCTCGTGCTTATGTCTGTTGTTTAAAACC 
 
Exão 93 
TCTTCTTAGCATTTAACATTCTCTGAAATTATGTTTTTCACTTGCGGGTATGCTTTTTTATTC
TTTGTCTCCTCCATGGTGGCAGAAATGTTCTCCCTCACTTTTAGGTCTGCAGCACCAAGAA
TGGTGCTTGAAACAGTAGGCTTGCGATCAATTGTTTGGGGTAAATGAATGAATGCTTTATT
TAAATTGACTGCAGGTTTCAAGCCTGTTGATTCAGTGACCTTTTCATAATGTTTTTCACCCT
CAGAACTATTTTGCTCGCAACTTTTACAACATGAGAATGTTAGCCTTATTTGTCGCATTTG
CTATCAATTTCATCTTGCTCTTTTATAAGGTACGTACATCTCACTGTTTTAATTACTGGTAT
AAAACTCCAAATAGAAATGAATGTAAAGATTTCACGATGAACGTATCTACTACTGCTAGT
GAACATGTCTAAACCTATTATGAAATACTGGTGCCTAGGCACTGATATCACTGTTATCTAG 
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Continuação Tabela 2 
 
GAAGGCAAGATAGATTTGTTCCTGAGAAGTGAGAAATGCCTCAACTGAAGGGCATTTGAT
TTAGCAGAGGGCTTCCCCACAGTATTCCCAGCCTAA 
 
Exão 103 
TCATCATCATCTTGTTCCCTGTCTGCGTCTGCTACTTCTTGCTGCTGGTACCTGTGTCATTT
AAGCCAACACCAAGATATAGTTACAGCGACAGTTCCATTTATATTCGTGGGCTTGGCACA
GCCTCCATGTGATGATCTTTGACGTGTATTGAGTGAACCAAATAATAGCTGCCCCTACATG
GCGAGTTGTGTTTTCCTTTTGTTTTGCTTTCTGAACTCTGACGTTAATATTTCCCTTTGTTTT
CTAGACCAAATGCTTCATCTGTGGGATAGGCAATGATTACTTCGACACAGTGCCACATGG
CTTTGAAACCCACACTTTACAGGAGCACAACTTGGCTAATTACTTGTGAGTGTGCCCGTTT
CAGAATCTTCCACCTCTCCAGTAGACGCCACTGGTCCCTGCCCATCTCAGAATAGAGAGG
AAGTTTTTGTTTATTGTTTAAAAAATAATTGCTGCAGATACTTTAAAAGAAAGTCCAACAG
CTAATGGCTCTCTTTTCCTCTGGAGTAGGTTGACTTAAGAGGTTAAGTTGCAGCTCTTCAT
GTAAGTGATGCTTTCTAGAACTTGAAATGAAGAGGTGGACAGGGAGGAGCA 
 
 
Para a seleção de cada par de primers recorremos ao programa PerlPrimer. Essa 
seleção obedeceu a uma série de critérios (Tabela 3) descritos a seguir pela ordem de 
importância.  
Em primeiro lugar, e além da complementaridade com a sequência alvo, a sequência 
de bases dos primers foward e reverse não devem ter dímeros extensíveis (Ext dímer dG 
= 0), ou seja, não deve haver complementaridade entre os primers, uma vez que isso pode 
diminuir a capacidade de deteção da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) e 
aumentar os riscos de aparecimento de resultados falsos negativos.  
Em segundo lugar, a energia do Full dimer dG (Kcal/mol) deve ser a mais positiva 
possível (>-3), pois se os primers apresentam valores muito negativos de dG, a quantidade 
de energia necessária para romper o dímero é maior, ou seja, seriam necessárias 
temperaturas mais altas, o que pode perturbar a reação PCR.  
Por último, o par de primers deve possuir temperaturas de melting (Tm) semelhantes, 
ou seja, os respetivos pontos de fusão médios devem ser próximos de modo a facilitar o 
annealing e possibilitar a continuidade dos ciclos.  
A confirmação da especificidade dos primers foi realizada por meio de consulta na 
base de dados Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Este 
passo é importante porque os primers podem ser semelhantes a duas ou mais regiões do 
genoma, e, ao contrário do esperado, poderão ser amplificadas outras regiões para além 
das de interesse para o estudo. Além disso, colocaram-se as sequências dos primers 
foward e reverse dos exões 3, 93 e 103 do gene RyR2 na base de dados NIST (National 
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Institute of Standards and Technology) (https://www-
s.nist.gov/dnaAnalysis/primerToolsPage.do) de modo a verificar-se, através dos 
resultados do Auto Dimer, que os primers dos exões não formavam dímeros entre si.  
 
Tabela 3: Caraterísticas dos pares de primers selecionados para as sequências dos exões 
3, 93 e 103 do gene RyR2 com 250 nucleótidos nas zonas flanqueantes 5´e 3´. 
Posição Tamanho 
(pb) 
Tm* 
(ºC) 
Exão 3     
Forward primer ATGAAGATGATGCTGCTGAC 208 20 58.51 
Reverse primer CACCTGTGAAAGAAATTGTTCC 
 
430 22 58.51 
Extension dG 0    
Full dimer dG -1,94    
     
Exão 93     
Forward primer AAGCCTGTTGATTCAGTGAC 204 20 58.57 
Reverse primer GGTTTAGACATGTTCACTAGCAG 
 
444 23 59.57 
Extension dG 0    
Full dimer dG -3,68    
     
Exão 103     
Forward primer TGAACCAAATAATAGCTGCCC 155 21 58.83 
Reverse primer GGTGGAAGATTCTGAAACGG 
 
381 20 59.02 
Extension dG 0    
Full dimer dG -2,17    
*Temperatura de melting 
 
 
3.3.  Extração de DNA 
A extração de DNA a partir de zaragatoas bucais foi efetuada numa câmara com uma 
fonte de raios U.V. (Aura PCR, EuroClone®) com recurso ao Kit Prep-n-GoTM Buffer 
(Applied Biosystems®).  
Em cada zaragatoa bucal foi cortada a sua extremidade e colocada num tubo de 1,5 
mL, devidamente identificado. A cada tubo com amostra foram adicionados 200 µL de 
água DNase-free (Applied Biosystems®) e 200µL de Prep-n-Go™ Buffer (Applied 
Biosystems®), realizando-se também o controlo negativo da extração. Posteriormente 
incubaram-se os tubos num termobloco a 90ºC durante 20 minutos.   
Por fim, armazenaram-se as amostras extraídas a uma temperatura de -20ºC. 
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3.4.  Amplificação do DNA 
No processo de reação em cadeia da polimerase, dos exões 9, 93 e 103 do gene RyR2, 
as amostras foram amplificadas utilizando o termociclador GeneAmp® PCR System 9700 
(Applied Biosystems ®), e com recurso ao Kit HotStarTaq® Plus Master Mix (Qiagen). 
As condições da reação de amplificação utilizando a HotStarTaq® Plus Master Mix 
(Qiagen) preconizadas no protocolo fornecido pelo fabricante estão descritas na Tabela 
4. 
 
Tabela 4: Configuração da reação de amplificação dos exões 3, 93 e 103 do gene RyR2 
usando a HotStarTaq® Plus Master Mix (Qiagen). 
Componente Volume/reação Concentração final 
HotStarTaq Plus 
Master Mix, 2x 
10 µl 1 unidade de  HotStarTaq Plus DNA 
Polymerase 
1x PCR Buffer* 
200 µM de cada dNTP 
Primers:   
    Foward Variável 0.1-0.5 µM 
    Reverse Variável 0.1-0.5 µM 
H2O DNase-free Variável - 
Amostra Variável <200 ng/reação 
Volume total da reação  20 µl  
* Contêm 1.5 mM MgCl2. 
 
 
A fim de se determinar um protocolo otimizado para a amplificação dos três exões, 
utilizando a HotStarTaq® Plus Master Mix (Qiagen), variou-se a concentração dos 
primers foward e reverse em 0.25 e 0.5µM, como descrito nas Tabelas 5 e 6, 
respetivamente. Cada primer foi utilizado numa concentração de 10µM. 
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Tabela 5: Condições da reação de amplificação dos exões 3, 93 e 103 do gene RyR2 com 
utilização dos primers foward e reverse a uma concentração de 0.25µM em cada reação.  
Componente  Volume/reação Concentração final 
HotStarTaq Plus 
Master Mix, 2x 
10 µl 1 unidade de  HotStarTaq Plus DNA 
Polymerase 
1x PCR Buffer* 
200 µM de cada dNTP 
Primers:   
    Foward 0.5 µl 0.25 µM 
    Reverse 0.5 µl 0.25 µM 
H2O DNase-free 8 µl - 
Amostra 1 µl  
Volume total da reação  20 µl  
 
 
Tabela 6: Condições da reação de amplificação dos exões 3, 93 e 103 do gene RyR2 com 
utilização dos primers foward e reverse a uma concentração de 0.5µM em cada reação.  
Componente Volume/reação Concentração final 
HotStarTaq Plus 
Master Mix, 2x 
10 µl 1 unidade de  HotStarTaq Plus DNA 
Polymerase 
1x PCR Buffer* 
200 µM de cada dNTP 
Primers:   
    Foward 1 µl 0.5 µM 
    Reverse 1 µl 0.5 µM 
H2O DNase-free 7 µl - 
Amostra 1 µl  
Volume total da reação  20 µl  
 
 
 
Com base nos resultados obtidos após a amplificação realizada com diferentes 
concentrações de primers foward e reverse no volume final de cada reação determinou-   
-se que se deveria efetuar a reação de todas as amostras com 0.5 µM de cada primer. As 
reações de amplificação foram realizadas em tubos MicroAmp® de 0,2mL (Applied 
Biosystems®). 
Embora aquando do desenho dos primers fosse verificado que os pares de primers 
selecionados dos exões em estudo do gene RyR2 não formavam dímeros entre si optou-
se por, neste protocolo, apenas utilizar um par de primers por reação uma vez que a 
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presença de diversos pares de primers pode diminuir consideravelmente a sensibilidade 
da reação (Bellau-Pujol et al., 2005). Posto isto, em cada tubo de reação foi pipetado 19µL 
de mix, previamente elaborada para cada par de primers, e contendo HotStarTaq Plus 
Master Mix 2x, os primers foward e reverse e a H2O DNase-free (Applied Biosystems
®) 
de acordo com a Tabela 6. 
Posteriormente adicionou-se 1µL de amostra, em cada tudo de reação de cada par de 
primers dos três exões em estudo.  
A reação de PCR exibiu 3 fases onde as amostras foram submetidas a uma 
combinação adequada de tempo e temperatura seguindo as recomendações do fabricante 
do Kit de amplificação HotStarTaq® Plus Master Mix (Qiagen), de acordo com a Tabela 
7.  
 
Tabela 7: Configuração da reação usando o HotStarTaq Plus Master Mix (Qiagen) 
Fases Tempo Temperatura 
  1 Ciclo 
1 Ativação inicial 5 min 95ºC 
  38 Ciclos 
 Desnaturação 30 s 94ºC 
2 Annealing 30 s 50ºC-68ºC 
 Extensão 1 min 72ºC 
  1 Ciclo 
3 Extensão final 10 min 72ºC 
 
Fase 1- Ativação inicial. No primeiro ciclo é realizada uma ativação inicial de modo a 
ativar a HotStarTaq Plus DNA Polymerase otimizando a fase de desnaturação.  
Fase 2- Esta fase é dividida em 3 etapas: a desnaturação, o annealing e a extensão. A 
cada ciclo de amplificação, o número de cópias da sequência-alvo é duplicado e, com a 
evolução dos ciclos da reação, ocorre aumento exponencial do número dessas sequências. 
Fase 3- Extensão final. 
 
De modo a verificar-se qual a temperatura ideal de annealing dos primers foward e 
reverse dos exões 3,93 e 103, realizou-se uma análise HRM (High Resolution Melting). 
A HRM ajuda na escolha da melhor temperatura de annealing dos primers porque 
sendo um PCR em tempo real (q-PCR) pode observar-se a curva de amplificação, a 
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inclinação e o ciclo limiar em que a amplificação inicia. Na PCR normal apenas se pode 
observar o resultado final de amplificação, o que também ajuda a escolher a temperatura 
de annealing se não houver outra opção, contudo consegue-se obter mais dados com a q-
PCR. 
Para a realização da análise de HRM seguiu-se o protocolo otimizado do grupo de 
investigação BIOMICs (Bioscience & Microtechnologies) da Universidade do País Basco 
com recurso ao EvaGreen® Master Mix (Biotium). Além disso, foram utilizadas três 
amostras referência estando as condições da reação descritas na Tabela 8. 
 
Tabela 8: Condições da reação de q-PCR dos exões 3, 93 e 103 do gene RyR2 usando a 
EvaGreen® Master Mix (Biotium). 
Componente Volume/reação Concentração final 
EvaGreen® Master Mix 2.5 µl - 
Primers:   
    Foward 0.5 µl - 
    Reverse 0.5 µl - 
H2O DNase-free 0.5 µl - 
Amostra 1 µl 1 ng/µl 
Volume total da reação  5 µl  
 
O processo foi realizado no termociclador CFX96™ IVD Real-Time PCR Systems 
(BIO-RAD) programado para que as temperaturas de annealing dos primers variassem 
num intervalo dos 58ºC aos 63ºC, como descrito na Figura 5. 
 
Figura 5: Programação do termociclador onde se demonstra o tempo, temperatura e 
número de ciclos de cada uma das fases da q-PCR. 
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Face aos resultados obtidos, as reações de amplificação das amostras contendo os 
pares de primers dos exões 3, 93 e 103 do gene RyR2 foram realizadas com uma 
temperatura de annealing de 61ºC. Desta forma, o termociclador foi programado de 
acordo com o esquema da Figura 6.  
 
 
1 Ciclo 38 Ciclos 1 Ciclo 
95ºC 94ºC    
5´ 30´´  72ºC 72ºC 
  61ºC 
30´´ 
1´ 10´ 
    
    
Figura 6: Demonstração esquemática da programação no termociclador com tempo, 
temperatura e número de ciclos de cada uma das fases da PCR. 
 
 
3.5. Eletroforese capilar automatizada 
De modo a verificar o sucesso da amplificação do DNA das amostras realizamos uma 
eletroforese capilar automatizada utilizando o sistema QIAxel (Qiagen). 
O sistema QIAxcel realiza a separação totalmente automatizada de fragmentos de 
DNA de acordo com seu peso molecular. O instrumento QIAxcel Advanced inclui uma 
série de diodos emissores de luz e coletores micro-óticos que se encaixam em capilares 
dentro de cartuchos de gel QIAxcel. Os fragmentos de DNA migram depois através de 
uma matriz de gel dentro dos pontos de excitação e deteção de passagem no capilar e o 
sinal é transmitido através de um tubo fotomultiplicador para o software QIAxcel 
ScreenGel para interpretação de dados. Os resultados são depois apresentados num 
relatório final, no qual consta a imagem do gel, com os marcadores de tamanho, e os 
eletroferogramas das amostras.  
Como o consumo de amostra é inferior a 0,1μl as amostras podem ser utilizadas para 
análises posteriores. 
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3.6.  Purificação do produto amplificado  
Após a amplificação, os dNTPs e os primers não consumidos na reação permanecem 
em contacto com os produtos da PCR, podendo interferir negativamente na reação de 
sequenciação. Por esse motivo, o produto amplificado resultante da PCR foi purificado 
com recurso a um sistema enzimático ExoSAP-IT® (Affymetrix) que trata os produtos da 
PCR, removendo os primers e dNTPs não utilizados, sem que ocorra perda de amostra.  
O protocolo de purificação foi o seguinte: 
1. Adicionar, diretamente aos tubos contendo os produtos da reação após PCR, 5µL 
de ExoSAP-IT® (Affymetrix); 
2. No termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems®): 
a. Incubar as amostras a 37°C durante 15 minutos, para degradar os restantes 
primers e nucleótidos; 
b. Incubar as amostras 80°C durante 15 minutos, para inativar o reagente 
ExoSAP-IT® (Affymetrix). 
3. Armazenar os produtos da PCR tratados a -20ºC para posterior utilização na 
sequenciação das amostras.  
 
Este protocolo baseia-se na ação da enzima Exonuclease I que degrada os primers e 
dNTPs não consumidos à temperatura de 37ºC. De seguida, a enzima é inativada por meio 
de calor excessivo durante a incubação a 80ºC.  
As principais vantagens deste protocolo são a rapidez e o número reduzido de passos 
a executar e de reagentes a utilizar. 
 
 
3.7.  Sequenciação do DNA 
A reação de sequenciação é similar a uma reação de PCR, na qual a amostra de DNA 
é amplificada milhares de vezes in vitro, porém, na sequenciação apenas um primer 
forward (sentido 5’-3’) ou reverse (sentido 3’-5’) é utilizado para síntese das cadeias de 
DNA. Neste estudo optou-se por utilizar apenas o primer foward, para a reação de 
sequenciação, embora o uso do primer reverse possa também ser considerado nos casos 
em que os resultados de algumas amostras não sejam satisfatórios.   
Durante a reação, a DNA polimerase sintetiza novas cadeias de DNA, o primer liga-
se à sequência complementar e os nucleótidos são incorporados de acordo com a cadeia 
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de DNA molde. Ocorre tanto a incorporação dos nucleótidos livres não marcados, os 
desoxinucleotídos comuns (dNTPs), quanto a de nucleótidos marcados com fluorescência 
(“dye terminators”), os didesoxinucleotídos (ddNTPs), nos quais foi removido o grupo 
hidroxila na posição 3’ terminal (Figura 7). Os ddNTPs são também chamados de 
nucleótidos de terminação uma vez que ocorre a ligação de uma cadeia molde de DNA 
aos ddNTPs a leitura é interrompida gerando um fragmento de tamanho correspondente 
ao local onde o nucleótido de terminação foi incorporado na cadeia de DNA molde pois 
sem o grupo hidroxila 3’ terminal dos ddNTPs não é possível ocorrer a ligação peptídica 
determinando a interrupção da fase de extensão. No final da reação são gerados 
fragmentos de vários tamanhos, uma vez que a adição de ddNTPs marcados ocorre 
aleatoriamente durante a reação de sequenciação. 
 
 
 
Figura 7: Representação esquemática de um desoxinucleotído (dNTP), (à esquerda) e de 
um didesoxinucleotído (ddNTP) (à direita), no qual foi removido o grupo hidroxila na 
posição 3’ terminal. Adaptado de: Whole Genome Sequencing. (2017). In ScienceAid. Accessed 
March 12, 2017, from https://scienceaid.net/Whole_Genome_Sequencing 
 
Neste estudo a sequenciação do DNA das amostras foi realizada com recurso ao Kit 
de reação BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems®). Este 
kit é constituído por desoxinucleótidos (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), buffer Tris-HCl, 
cloreto de magnésio (MgCl2), Ampli Taq DNA polimerase e didesoxinucleotídos 
(ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) ligados a moléculas fluorescentes de alta sensibilidade, 
denominadas dicloro-rodaminas. As dicloro-rodaminas dicloro R6G, dicloro ROX, 
dicloro R110 e dicloro TAMRA são ligadas respetivamente aos didesoxinucleotídos. As 
Base Base 
3’- OH necessário para o 
alongamento da cadeia 
Sem 3’- OH termina a 
extensão cadeia 
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diclororodaminas são moléculas aceptoras de fluorescência e são ligadas, por sua vez, a 
moléculas doadoras de fluorescência, a 6-carboxi-fluoresceína (6 FAM). 
As condições da reação de sequenciação foram as preconizadas no protocolo 
fornecido pelo fabricante do Kit BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing, sendo que 
o volume foi reduzido para os valores observados na Tabela 9. 
 
Tabela 9: Condições da reação de sequenciação dos exões 3, 93 e 103 do gene RyR2 
com utilização do BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 
Biosystems®) num volume final de 10 µL.  
Componente Foward Reverse 
BigDye™ Terminator 3.1 Ready 
Reaction Mix 
2 µL 2 µL 
BigDye™ Terminator v1.1 & v3.1 5X 
Sequencing Buffer 
1 µL 1 µL 
Primer (3.2 μM) 1 µL 1 µL 
H2O DNase-free 5 µL 5 µL 
Amostra 1 µl 1 µl 
Volume total da reação  10 µl 10 µl 
 
 
Seguindo-se as recomendações do fabricante, para um volume de BigDye™ 
Terminator 3.1 Ready Reaction Mix (Applied Biosystems®) inferior a 8 µL, deve ser 
utilizado o tampão BigDye™ Terminator v1.1 & v3.1 5X Sequencing Buffer (Applied 
Biosystems®). O uso deste tampão permite reduzir os custos da sequenciação sem afetar 
a precisão da sequência ou o comprimento da leitura. 
As reações foram realizadas em placas de 96 orifícios (VWR®) devidamente seladas 
com película térmica (Axygen®) no selador térmico 5390 (Eppendorf®). 
O processo de sequenciação foi realizado no termociclador GeneAmp® PCR System 
9700 (Applied Biosystems®) programado segundo as recomendações de fabricante do 
BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, descrito no esquema da Figura 8.  
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Incubação Etapas Espera 
 25 Ciclos   
 Desnaturação Annealing Extenção 
  1ºC/segundo  
96ºC 96ºC   
1´ 10´´  60ºC 
  60ºC 
5´´ 
4´ 
   
     4ºC 
     ∞ 
 
Figura 8: Demonstração esquemática da programação no termociclador para a 
sequenciação das amostras. 
 
 
3.8.  Purificação do produto sequenciado  
A purificação do produto da reação da sequenciação tem o objetivo de eliminar 
resíduos da solução de forma a que estes não interfiram na leitura realizada pelo 
sequenciador. Desta forma, os terminadores ddNTPs marcados com fluorescência, os 
dNTPs e os sais devem ser removidos dos produtos da sequenciação antes da análise de 
eletroforese capilar de modo a aumentar a qualidade das sequências produzidas. 
As reacções de sequenciação foram purificadas com o Kit de purificação BigDye® 
Xterminator™ (Applied Biosystems®), que remove eficientemente os terminadores 
BigDye não incorporados sem perda de amostra e num curto espaço de tempo. 
A solução XTerminatorTM Solution, atua por ligação às impurezas, mantendo na 
solução somente os fragmentos para a sequenciação. O reagente SamTM Solution, remove 
os ddNTPs residuais e estabiliza os fragmentos remanescentes para a sequenciação. 
O protocolo de purificação, seguindo as recomendações do fabricante, foi o seguinte: 
1. Na placa de reação de sequenciação, pipetar: 
a) 45µL de SamTM Solution; 
b) 10µL de XTerminatorTM Solution. 
Nota: Antes de pipetar a solução XTerminatorTM  realizar um vortex de 10 segundos, uma 
vez que este produto é muito viscoso e de difícil pipetagem. Deve voltar-se a fazê-lo 
sempre que se considere necessário.   
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2. Selar novamente a placa de reação com a película de vedação térmica (Axygen®) 
no selador térmico. 
3. Colocar a placa no agitador de placas IKA MS3 digital (IKA®) durante 30 minutos 
a 2.000 rotações por minuto.  
4. Centrifugar a placa a 1000xg durante 2 minutos na centrifuga 5810 (EppendorfTM).  
 
A centrifugação de 2 minutos tem como objetivo deslocar as impurezas residuais para 
o fundo do tubo de reação, o que reduz a intensidade de ruídos na sequenciação no 
sequenciador automático. 
Após a purificação as amostras devem ser processadas no sequenciador num prazo de 
48 horas de modo a prevenir a degradação da fluorescência, o que poderia comprometer 
o sinal durante a sequenciação. 
 
 
3.9.  Sequenciação automática de DNA 
A sequenciação automática permite determinar a sequência dos nucleótidos num 
determinado fragmento de DNA, através de um sequenciador automático. Este método 
baseia-se na capacidade da DNA polimerase incorporar ddNTPs e na eficiência da 
eletroforese capilar que separa os fragmentos de DNA. 
Assim, para a sequenciação automática foram preparadas placas PCR-96-AB-C 
(Axygen®) contendo 6 µL de HiDiTM Formamide (Applied Biosystems®) e 10 µL de 
suspensão dos produtos da PCR de sequenciação purificados. Seguidamente, as amostras 
foram submetidas a uma eletroforese capilar no sequenciador automático ABI Prism® 
3130xl Genetic Analyser (Applied Biosystems®). Neste sequenciador, de 16 capilares, os 
fragmentos a serem sequenciados são injetados para o interior do capilar entrando nesta 
fase em contacto com o polímero. Quando submetidos a alta voltagem, esses fragmentos 
tendem a mover-se, no interior do capilar preenchido com o polímero, do polo negativo 
em direção para o polo positivo. Assim, os fragmentos marcados em diferentes locais 
com ddNTPs fluorescentes migram progressivamente, de acordo com o seu peso 
molecular. Os resultados são depois transferidos para software do equipamento onde são 
transformados, por processamento algorítmico quimiométrico, em eletroferogramas.  
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3.10. Análise dos resultados  
Os dados obtidos, após sequenciação automática, foram analisados nos software 
SeqScape® v.3 (Applied Biosystems®) e Sequencing Analysis® v.5.4 (Applied 
Biosystems®), com o objetivo de se averiguar a presença das variações de sequência das 
amostras em estudo por comparação com as sequências de referência dos exões 3, 93 e 
103 do gene RyR2 obtidas na base de dados Ensembl (http://www.ensembl.org).   
 
 
3.11. Análise estatística 
Foram realizados cálculos estatísticos a fim de ser determinar a probabilidade de 
na nossa amostragem de 50 indivíduos existir pelo menos uma variação genética nos 
exões 3, 93 e 103 do gene RyR2.  
Esta análise foi efetuada com recurso a cálculos de probabilidade condicionada e 
ao Teorema de Bayes que foram realizados na folha de cálculo do Microsoft Exel.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4. RESULTADOS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Taquicardia ventricular polimórfica catecolaminérgica e expressão do gene RyR2  
 
 
45 
De seguida são apresentados os resultados obtidos nos vários processos realizados ao 
longo deste estudo, com o intuito de identificar possíveis variações genéticas nos exões 
3, 93 e 103 do gene RyR2. 
 
4.1. Padronização da concentração dos primers foward e reverse para 
a amplificação dos exões 3, 93 e 103 do gene RyR2 utilizando 
HotStarTaq® Plus Master Mix (Qiagen)  
 
 
Figura 9 
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Figura 10 
Figura 9 e 10: Imagem obtida a partir do software QIAxcel ScreenGel com os 
eletroferogramas, e os marcadores de tamanho (representado a verde), após corrida 
eletroforética das amostras amplificadas com concentrações de 0.25 e 0,5μM dos primers 
dos exões 3, 93 e 103 do gene RyR2.  
 
Os eletroferogramas demonstram que à concentração de 0.5μM dos primers dos exões 
3, 93 e 103 do gene RyR2, as amostram tiveram uma melhor amplificação uma vez que 
a maioria das amostras, a esta concentração, migraram mais linearmente durante a corrida 
eletroforética. 
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4.2. Padronização da temperatura de annealing para a amplificação 
dos exões 3, 93 e 103 do gene RyR2 a partir de DNA de referência 
 
 
Figura 11: Gráfico obtido durante a amplificação dos exões 3, 93 e 103 do gene RyR2 
das amostras do DNA de referência.  
 
O gráfico representa o aumento da fluorescência (e, por conseguinte, do número de 
cópias da sequência de interesse) ao longo dos ciclos da q-PCR. 
 
  
                                                   Figura 12                                                      Figura 13 
 
Figura 12 e 13: Visualização dos resultados obtidos durante a q-PCR dos exões 3, 93 e 
103 do gene RyR2 das amostras do DNA de referência (Figura 11).  
 
Na Figura 13 observa-se a temperatura à qual a fluorescência excede o limiar e inicia 
a curva de amplificação (Cq). Verifica-se que as amostras da linha D, que amplificam a 
uma temperatura de 61°C (annealing), excedem o limiar no mesmo ciclo de amplificação 
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(~26), com um desvio muito pequeno para todas. A 60°C o annealing também funciona, 
contudo o desvio do valor do ciclo limiar onde começa a curva de amplificação é maior. 
Deste modo, a temperatura de annealing a 61ºC será a recomendada.  
 
   
4.3. Eletroforese capilar automatizada das amostras para comprovar 
a amplificação dos exões 3, 93 e 103 do gene RyR2 
 
Figura 14: Imagem obtida após eletroforese no QIAxcel ScreenGel evidenciando os 
fragmentos amplificados dos exões 3, 93 e 103 do gene RyR2 das amostras 18, 19 e 20, 
e os marcadores de tamanho (representado a verde).  
 
Na imagem é possível observar as bandas correspondentes à amplificação de algumas 
amostras para alguns exões do gene RyR2.  
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4.4.  Eletroferogramas das sequências obtidas através da sequenciação 
dos exões 3, 93 e 103 do gene RyR2 
 
Através dos eletroferogramas que se seguem, obtidos no software Sequencing 
Analysis® v.5.4 (Applied Biosystems®), pode observar-se a composição em nucleótidos 
dos fragmentos de DNA. O software Sequencing Analysis® v.5.4 (Applied Biosystems®) 
permitiu analisar os dados produzidos no sequenciador automático ABI Prism® 3130xl 
Genetic Analyser (Applied Biosystems®). No esquema de cores da leitura dos nucleótidos 
a base A está representada a verde; a base T a vermelho; a base C a azul e a base G a 
preto. 
  
Figura 15: Exemplo de um eletroferograma, visualizado no software Sequencing 
Analysis® v.5.4 (Applied Biosystems®), de um fragmento de DNA extraído da zaragatoa 
bucal da amostra B4, sequenciado com o primer foward do exão 3 do gene RyR2.  
 
 
 
Figura 16: Exemplo de um eletroferograma, visualizado no software Sequencing 
Analysis® v.5.4 (Applied Biosystems®), de um fragmento de DNA extraído da zaragatoa 
bucal da amostra B4, sequenciado com o primer foward do exão 93 do gene RyR2.  
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Figura 17: Exemplo de um eletroferograma, visualizado no software Sequencing 
Analysis® v.5.4 (Applied Biosystems®), de um fragmento de DNA extraído da zaragatoa 
bucal da amostra B4, sequenciado com o primer foward do exão 103 do gene RyR2.  
 
Uma vez que os resultados referentes às amostras sequenciadas com o primer foward 
do exão 93 do gene RyR2 não estavam a ser satisfatórias, na medida em que a havia 
perdas na leitura de algumas bases no início da sequência durante a sequenciação (Figuras 
16 e 18), optou-se por realizar também a análise do exão 93 com o primer reverse (Figura 
19). Acredita-se que estas perdas na leitura das extremidades durante a sequenciação 
ocorreram devido a falhas na hibridização do primer foward na amostra.   
 
  
 
Figura 18: Exemplo de um eletroferograma, visualizado no software Sequencing 
Analysis® v.5.4 (Applied Biosystems®), de um fragmento de DNA extraído da zaragatoa 
bucal da amostra B5, sequenciado com o primer foward do exão 93 do gene RyR2. 
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Figura 19: Exemplo de um eletroferograma, visualizado no software Sequencing 
Analysis® v.5.4 (Applied Biosystems®), de um fragmento de DNA extraído da zaragatoa 
bucal da amostra B5, sequenciado com o primer reverse do exão 93 do gene RyR2.  
 
 
 
4.5. Análise das sequências obtidas das amostras de DNA através da 
comparação com a sequências referência dos exões 3, 93 e 103 do gene 
RyR2   
 
Através dos eletroferogramas apresentados de seguida, obtidos no software 
SeqScape® v.3 (Applied Biosystems®), pode observar-se a composição em nucleótidos 
dos fragmentos de DNA. O software SeqScape® v.3 (Applied Biosystems®) permitiu a 
comparação da sequência obtida, após sequenciação, com a sequência referência, 
previamente selecionada a partir da base de dados Ensembl, permitindo detetar e assinalar 
possíveis variações genéticas. No esquema de cores da leitura dos nucleótidos a base A 
está representada a verde; a base T a vermelho; a base C a azul e a base G a preto. 
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Figura 20: Exemplo de um eletroferograma, visualizado no software SeqScape® v.3 
(Applied Biosystems®), de um fragmento de DNA extraído da zaragatoa bucal da amostra 
B4, sequenciado com o primer foward do exão 3 do gene RyR2.  
 
 
 
Figura 21: Exemplo de um eletroferograma, visualizado no software SeqScape® v.3 
(Applied Biosystems®), de um fragmento de DNA extraído da zaragatoa bucal da amostra 
B4, sequenciado com o primer foward do exão 93 do gene RyR2.  
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Figura 22: Exemplo de um eletroferograma, visualizado no software SeqScape® v.3 
(Applied Biosystems®), de um fragmento de DNA extraído da zaragatoa bucal da amostra 
B4, sequenciado com o primer foward do exão 103 do gene RyR2.  
 
No eletroferograma da Figura 23 pode observar-se a composição em nucleótidos dos 
fragmentos de DNA, obtidos no software SeqScape® v.3 (Applied Biosystems®) que 
permitiu a comparação das sequências obtidas, após sequenciação com os primers foward 
e reverse do exão 93 do gene RyR2, com a sequência referência. No esquema de cores da 
leitura dos nucleótidos a base A está representada a verde; a base T a vermelho; a base C 
a azul e a base G a preto. 
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Figura 23: Exemplo de um eletroferograma, visualizado no software SeqScape® v.3 
(Applied Biosystems®), dos fragmentos de DNA extraídos da zaragatoa bucal da amostra 
B5, sequenciados com os primer foward e reverse do exão 93 do gene RyR2.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5. DISCUSSÃO 
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A MSC pode ocorrer em todas as idades e, em geral, a doença arterial coronária e 
o enfarte agudo do miocárdio representam mais de 90% dos casos (Zipes and Wellens, 
1998), (Eckart et al., 2011). Contudo, quando se considera a MSC em jovens (≤ 40 anos) 
estima-se que 30% de todas as mortes não traumáticas são causadas por uma variedade 
de distúrbios arritmogénicos (Germann and Perron, 2005) (Gráfico 1). Uma vez que esses 
distúrbios não causam qualquer alteração estrutural no coração, nenhuma causa de morte 
é geralmente identificada na autópsia médico-legal completa e esses casos são designados 
como MSI. Diversos estudos mais recentes, citados de seguida, estão em conformidade 
com os de Germann et al. (Germann and Perron, 2005). 
Nos estudos de Kauferstein et al. foi realizada a análise genética em 15 casos de 
MSI de modo a detetarem mutações nos principais genes que causam canalopatias 
cardíacas. O teste genético revelou mutações que podem explicar a causa da morte em 4 
dos 15 casos de MSI (27%) (Kauferstein et al., 2013). Também o estudo de Campuzano 
et al. realizou análises genéticas, nos principais genes associados à MSC, em 29 casos de 
MSI em jovens (<15 anos) (Campuzano et al., 2014). Nessa análise foram identificadas 
variações genéticas potencialmente patogénicas em 41% dos casos (sendo que cerca de 
30% foram em genes arritmogénicos). Já Gladding et al. usaram amostras de recém-
nascidos, vítimas de MSI, e identificaram variações genéticas causadoras de doença em 
4 dos 19 casos (21 %) (Gladding et al., 2010). Entre 2009 e 2011, a análise genética de 
15 vítimas jovens de MSI provenientes de departamentos de medicina forense da Suécia 
revelou que 6 das vítimas (40%) apresentavam mutações patogénicas como possível 
causa de MSC sendo que 2 delas (~13%) se encontravam no gene RyR2 (Stattin et al., 
2016).  
Admite-se que cerca de 15% dos indivíduos com MSI apresentam TVPC (Tester et 
al., 2012) e 60% desses casos estão relacionados com mutações autossómicas dominantes 
no gene RyR2. Em conformidade com isso, entre 2008 e 2014 Yu et al. realizaram um 
estudo em Hong Kong a fim de detetarem mutações no gene RyR2 em 10 crianças 
diagnosticadas com TVPC, confirmando-se mutações nesse gene em 6 delas (60%) (Yu 
et al., 2016). Também Roston et al. realizou um estudo em jovens (<19 anos de idade) 
com TVPC e nos seus familiares de primeiro grau. O teste genético foi realizado em 194 
indivíduos sendo que 117 (60%) apresentava TVPC1 associada a mutações no gene RyR2 
(Roston et al., 2017b).  
O estudo de Medeiros-Domingo et al. aponta que 65% das mutações no gene RyR2, 
associadas à TVPC, podem ser detetadas pelo rastreio de 16 dos 105 exões do gene RyR2 
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- 3, 8, 14, 45, 46, 47, 49, 88, 89, 90, 93, 96, 97, 100, 101 e 103. (Medeiros-Domingo et 
al., 2009). No presente estudo foi definido que apenas se estudariam 3 destes 16 exões do 
gene RyR2, os exões 3, 93 e 103.  
 
Gráfico 1: Representação gráfica onde se demonstram as percentagens de: MSC com 
origem em síndromes arrítmicas; relevância da TVPC entre as síndromes arrítmicas; 
relação da TVPC com o gene RyR2; distribuição das mutações nos exões do gene RyR2.    
Morte Súbita Cardíaca Síndromes Arrítmicas TVPC Gene RyR2 
    
 
 
 
 
 
 
 
Os cálculos estatísticos deste estudo mostraram que a probabilidade de na nossa 
amostra de 50 indivíduos estes apresentarem, pelo menos, uma variação genética nos 
exões 3, 93 e 103 do gene RyR2 é de 0.3%. Esta probabilidade é reduzida, como seria de 
esperar, uma vez que partimos de amostras de indivíduos saudáveis e não de amostras 
post-mortem de indivíduos cuja causa de morte permanece desconhecida depois de uma 
autópsia médico-legal completa, incluindo a realização de exames complementares de 
diagnóstico (toxicológicos e histológicos), a avaliação da história clínica e a investigação 
das circunstâncias da morte.  
Após a análise completa no grupo de amostragem deste estudo, não foi encontrada 
nenhuma variação genética nos exões 3, 93 e 103 do gene RyR2. Não podemos, contudo, 
afirmar se estes resultados se encontram ou não em conformidade com os estudos citados 
em bibliografia, uma vez que não há nenhum estudo publicado onde a amostragem 
corresponde a uma população assintomática, sem diagnóstico de TVPC nem relato de 
casos de MSC na família.  
É ainda de realçar que o gene RyR2 não foi totalmente sequenciado, nem o rastreio 
dos 16 exões, recomendado por Medeiros-Domingo et al., foi realizado. De referir 
30%
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Outras causas
15%
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igualmente que, o número de voluntários (n=50) é reduzido, tendo em consideração que 
a incidência dos indivíduos apresentarem pelo menos uma variação genética nos exões 3, 
93 e 103 do gene RyR2 é de 3/1000. Desta forma, não se pode concluir que os indivíduos 
não apresentam TVPC associada a mutações no gene RyR2, uma vez que, para isso, ter-
se-ia de fazer um rastreio mais completo.  
Considerando estas limitações, e embora não fossem detetadas quaisquer variações 
genéticas nos exões 3, 93 e 103 do gene RyR2 das amostras analisadas, o protocolo 
experimental desta investigação demonstrou ter bons resultados face ao que era 
pretendido estudar.   
Com este estudo, embora com limitações, foi possível demonstrar a possibilidade de 
serem realizados testes genéticos para o rastreio de síndromes arrítmicas, como a TVPC. 
No entanto, atualmente existem métodos como a Next Generation Sequencing (NGS) e o 
Whole Exome Sequencing (WES) que serão, provavelmente, a estratégia mais eficaz para 
descobrir a etiologia das síndromes arrítmicas possivelmente responsáveis pela MSC 
(Stattin et al., 2016).  
A NGS é um método de deteção de variações genéticas rápido, barato, sensível e de 
alto rendimento que pode ser implementado na prática diária quotidiana em Genética 
Forense, proporcionando novos conhecimentos sobre fisiopatologia da MSC (Chanavat 
et al., 2016). Contudo, dada a enorme quantidade de informações geradas pela NGS, seria 
crucial uma estratégia rigorosa de filtragem das variações identificadas, juntamente com 
uma colaboração multidisciplinar, a fim de se determinar o seu potencial papel patogénico 
na causa da morte (Farrugia et al., 2015). Já a WES é uma estratégia eficiente para detetar 
variações genéticas, raras e potencialmente patogénicas, no exoma, e que possam estar 
subjacentes à causa de MSI (Neubauer et al., 2016). Porém, a possível identificação de 
variantes de significância desconhecida torna desafiadora a interpretação dos resultados. 
Apesar da atual falta de conhecimento na classificação de patogenicidade de variantes 
genéticas ambíguas, a identificação de variações genéticas patogénicas ou potencialmente 
patogénicas em casos de MSI permite a realização de avaliação clínica, aconselhamento 
genético e medidas preventivas de parentes em risco, com o objetivo de prevenir novos 
casos de MS na mesma família (Campuzano et al., 2014). Face a isso, seria bastante 
proveitoso que num futuro próximo se iniciassem exames genéticos de forma mais 
rotineira num laboratório forense, como Laboratório de Biologia e Genética Forenses do 
INMLCF, I.P., principalmente em casos de MSI, a fim de se estabelecer um diagnóstico 
post-mortem correto. Para tal, no exame médico-legal post-mortem dever-se-ia incluir a 
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colheita e preservação de tecido cardíaco, assim como de sangue periférico, para permitir 
a análise genética sempre que seja admissível que a morte possa estar relacionada com 
alterações genéticas hereditárias com repercussões no ritmo cardíaco, tal como acontece 
na TVPC (Priori et al., 2016). Assim, um correto diagnóstico post-mortem poderia, nestes 
casos, revelar-se fundamental para os familiares da vítima, uma vez que as mutações no 
gene RyR2, associadas à TVPC, têm um padrão de herança autossómica dominante 
(Priori and Chen, 2011).  
Entre 2005 e 2013 foi realizado um estudo genético no Japão em indivíduos com 
mutações no gene RyR2 e nos seus pais, confirmando a origem hereditária das respetivas 
mutações (Ohno et al., 2015). Contudo, este estudo constatou que a herança das mutações 
no gene RYR2 foi significativamente mais frequente nas mães (34,3%). Também o estudo 
de Priori et al. confirmou uma maior frequência na herança materna comparativamente 
com a parterna (Priori et al., 2002). No entanto, acredita-se que essa baixa frequência de 
herança paterna pode resultar do mau prognóstico de pacientes do sexo masculino, em 
comparação com mulheres (Priori et al., 2002), morrendo estes antes da idade de 
reprodução.  
 Porém, dados limitados suportam uma elevada taxa de mutações de novo no gene 
RyR2 (van der Werf et al., 2012a), (Kawamura et al., 2013), o que significa que nenhum 
dos progenitores detém a mutação genética. Numa análise de coorte japonesa de 14 
indivíduos com TVPC, o teste genético resultou numa taxa de mutações de novo no gene 
RyR2 de 57% (Kawamura et al., 2013). Também o estudo de 15 famílias holandesas 
revelou variantes RyR2 de novo em quase metade dos indivíduos (van der Werf et al., 
2012a). Todavia, com base nos estudos existentes, é impossível calcular a verdadeira taxa 
de variantes de novo devido ao rastreio parental incompleto (Roston et al., 2017b). 
O rastreio parental, principalmente em parentes assintomáticos, pode fornecer 
resultados diagnósticos potencialmente explicativos que podem ajudar a identificar 
indivíduos que possam estar em risco. Foi realizado um estudo no Canadá envolvendo 96 
indivíduos, familiares de primeiro grau de pacientes com paragem cardíaca ou vítimas de 
MSI, com fenótipo para anormalidades cardíacas (Steinberg et al., 2016). Detetaram-se 
mutações causadoras de doenças identificadas em 20 dos familiares testados (21%) sendo 
que as mutações no gene RyR2 foram das mais comuns, apresentando a TVPC uma 
correlação fenótipo-genótipo de 75%. Entre 1994 e 2007, após um estudo genealógico 
em 4 famílias com vários episódios de MSC em indivíduos jovens, 1404 indivíduos 
aparentados da lha da Gran Canaria (Espanha) foram sujeitos a testes genéticos a fim de 
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se determinar uma causa genética para esses eventos fatais (Wanguemert et al., 2015). 
Neste estudo identificou-se uma mutação missense no exão 13 do gene RyR2 em 185 
( ̴13%) dos indivíduos aparentados, sendo 6 destes vítimas de MSC.   
Posto isto, é altamente recomendável uma avaliação interdisciplinar abrangente dos 
familiares em primeiro grau das vítimas MSI, uma vez que dessa forma poderá ser 
possível evitar outras mortes, prevenindo-se futuros eventos cardíacos fatais, através de 
um aconselhamento genético e de cardiologia especializados, do ajuste do estilo de vida 
ou iniciando tratamento farmacológico, ou outro, se disponível (Michaud et al., 2011), 
com vista ao tratamento de doenças cardíacas que até aí eram totalmente desconhecidas 
para estes pacientes.  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6. CONCLUSÕES 
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As conclusões do presente estudo foram: 
 
1. O protocolo para a análise dos exões 3, 93 e 103 do gene RyR2 foi padronizado e 
concretizado com sucesso;  
2. As sequências obtidas foram estudadas em software apropriados, através da 
comparação com sequências de referência, não se detetando variações genéticas 
nos exões 3, 93 e 103 do gene RyR2 na população estudada; 
3. Apesar de não serem encontradas quaisquer variações genéticas nos exões 3, 93 e 
103, da população estudada, não podemos excluir o gene RyR2 como possível 
marcador da TVPC uma vez que não se realizou um rastreio completo de todo o 
gene nem de todos os exões recomendados. Além disso, a inexistência de 
variações nestes 3 exões não nos permite afastar a hipótese de esta população 
estudada vir a desenvolver TVPC;  
4. A inclusão de estudos genéticos post-mortem, em casos de MSC, em indivíduos 
com corações estruturalmente normais é altamente recomendável.  
 
Deste modo, consideramos ser necessário e importante a integração de estudos 
genéticos, para o despiste das canalopatias mais frequentes, na investigação da MSC de 
indivíduos jovens em Portugal. Os testes genéticos post-mortem quando realizados 
rotineiramente nos casos de MSI podem ter uma acuidade diagnóstica maior e os 
familiares em primeiro grau das vítimas podiam ser avaliados sobre o risco de possuir 
uma condição cardíaca fatal. Além disso, a avaliação por testes genéticos de familiares 
de vítimas de MSC poderia reduzir a morbilidade e a mortalidade através do envio deste 
indivíduos para consulta de especialidade de forma a ser monitorizada a sua função 
cardíaca.   
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ANEXOS 
 
Anexo 1: Classificação dos níveis de evidência e das classes da recomendação, de 
acordo com escalas predefinidas pelos especialistas de sociedade europeia de cardiologia, 
para o diagnóstico, estratificação de risco e tratamento da TVPC.  
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Anexo 2: Documento entregue aos participantes com informação acerca estudo que se 
pretendia realizar, dos seus objetivos, métodos e benefícios previstos.   
 
Informação ao Participante 
 
1. IDENTIFICAÇÃO DO ESTUDO 
a. Designação do estudo  
Taquicardia ventricular polimórfica catecolaminérgica e expressão do gene RyR2 
 
 
b. Investigadora Responsável 
Ana Beatriz Carneiro Abreu 
 
 
c. Entidade Promotora 
Faculdade de Medicina da Universidade do Porto 
 
 
d. Descrição e Objetivo do Estudo 
A morte súbita cardíaca é definida como uma morte inesperada, devido a patologia cardíaca, que 
ocorre dentro de um curto período de tempo a partir do início de quaisquer sintomas relacionados 
ao coração em uma pessoa com ou sem doença cardíaca pré-existente conhecida.   
Estudos genéticos tem vindo a mostrar que algumas das patologias cardíacas, que levam à morte 
súbita em jovens, são devidas a anomalias genéticas, onde se inclui a taquicardia ventricular 
polimórfica catecolaminérgica.  
A taquicardia ventricular polimórfica catecolaminérgica é uma doença hereditária que é estimulada 
pela prática de exercício físico ou por emoções extenuantes e causada por movimentações 
intracelulares anormais de Ca2+ no tecido cardíaco resultante de mutações no gene RyR2.  
Uma vez que estas anomalias genéticas podem ser responsáveis por 30-50% das mortes, em jovens 
até aos 40 anos de idade, será objetivo desta investigação a análise de possíveis mutações no gene 
RyR2 numa população de jovens-adultos, com idaddes compreendidas entre os 18 e os 40 anos, 
residentes no norte de Portugal e que pratiquem exercicio fisico regularmente.     
 
 
e. Métodos do Estudo 
A recolha de amostras será realizada através um método rápido, indolor e não invasivo, que 
consiste na utilização de uma zaragatoa para recolher algumas células da mucosa bucal. 
Posteriormente as amostras colhidas passarão por processos de extração, quantificação, 
amplificação e sequenciação do material genético para que possamos analisar os possiveis 
polimorfismos do gene RyR2. 
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2. CARÁCTER VOLUNTÁRIO DA PARTICIPAÇÃO 
I. Esta investigação é de caracter voluntário e não serão atribuídas quaisquer renumerações 
para a participação;  
II. O voluntário terá toda a liberdade para decidir se aceita ou não participar podendo refletir 
sobre o pedido de participação e inclusive poder ouvir opinião de familiares e/ou amigos;  
III. Existe a possibilidade do participante saber o resultado do teste genético tendo para tal de 
manifestar essa intenção em local apropriado na Folha de Consentimento informado, 
esclarecido e livre.  
 
 
 
3. APROVAÇÃO DO ESTUDO 
Esta investigação foi submetida a aprovação pela Comissão de Ética para a Saúde do Centro 
Hospitalar S. João – EPE.  
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Anexo 3: Template do Consentimento informado, esclarecido e livre entregue a todos 
os participantes deste estudo.   
 
Consentimento informado, esclarecido e livre 
 
Designação do estudo 
Taquicardia ventricular polimórfica catecolaminérgica e expressão do gene RyR2  
 
 
Confirmo que expliquei ao participante a investigação referida, de forma adequada e compreensível, e os 
benefícios e riscos associadas à sua realização. 
  
 
Informação escrita em anexo: Não X Sim (Nº de páginas: 2 ) 
 
 
A Investigadora responsável 
Nome: Ana Beatriz Carneiro Abreu ________________________________________ 
assinatura 
 
 
 
 
Identificação do participante 
Nome: _______________________________________________________________________________ 
BI/CC nº: _________________________ Idade: __________ Naturalidade: ________________________ 
Telemóvel: ________________________________ E-mail: ____________________________________ 
 
Participante 
· Compreendi a explicação que me foi facultada acerca do estudo que se tenciona realizar: os objetivos, os 
métodos, os benefícios previstos, os riscos potenciais e o eventual desconforto. 
· Solicitei todas as informações de que necessitei, sabendo que o esclarecimento é fundamental para uma 
boa decisão. 
· Fui informado da possibilidade de livremente recusar a participação no estudo, sem que isso possa ter 
como efeito qualquer prejuízo na assistência que é prestada. 
 
Concordo com a participação neste estudo, de acordo com os esclarecimentos que me 
foram prestados, no documento do qual me foi entregue uma cópia, e pretendo         ou 
não pretendo        ser informado acerca do resultado do teste genético. 
 
 
Data: ___ / ___ / ___ __________________________________ 
 assinatura 
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Anexo 4: Documento com a aprovação do estudo pela Comissão de Ética para a saúde 
do Hospital São João. 
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